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PROTEOLISIS CEREBRAL DEL PEPTIDO AMILOIDE f:
RELEVANCIA DE LA ENZIMA DEGRADADORA DE INSULINA EN LA ENFERMEDAD DE ALZHEIMER
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Resumen El aumento global de la expectativa de vida convierte a la enfermedad de Alzheimer (EA) en un
problema creciente. Una de las caracteristicas distintivas de EA es la acumulacion excesiva del
péptido amiloide B (AB) en el cerebro. En los ultimos afios se ha fortalecido el concepto de que la degradacion
de AP por proteasas in situ es un mecanismo importante que previene su acumulacion cerebral. Datos bioquimicos
y genéticos mostraron que la enzima degradadora de insulina (IDE) participa en la homeostasis de A e insulina.
La expresién y la actividad de IDE estan significativamente disminuidas en cerebros con EA comparados con
controles de igual edad. Ademas, IDE se deposita con A en placas seniles y vasos, indicando un grosero cam-
bio conformacional producto de distintos mecanismos post-traduccionales. Estas alteraciones en la distribucion
y actividad de IDE resultan en una insuficiente degradacién de Af e insulina y promueven la formacién de
oligémeros de AP y la resistencia a la hormona, procesos que convergen hacia la neurodegeneracién. El estu-
dio de los mecanismos de eliminacion de AP cerebral no sélo ayudara a comprender la patogenia de EA sino
que permitirda una mejor interpretacion de los ensayos clinicos en curso y el desarrollo de nuevas estrategias
terapéuticas.

Palabras clave: enfermedad de Alzheimer, péptido amiloide 3, enzima degradadora de insulina

Abstract Cerebral proteolysis of amyloid-p peptide: Relevance of insulin-degrading enzyme in Alzhei-
mer’s disease. The global increase in life expectancy turns Alzheimer’s disease (AD) into a grow-
ing problem. One of the distinctive features of AD is the excessive accumulation of amyloid-§ (Af) peptide in the
brain. In recent years, a concept that has gained strength is that degradation of AP by proteases in situ is an
important mechanism that prevents cerebral peptide accumulation. Biochemical and genetic data have shown
that insulin-degrading enzyme (IDE) participates in Ap and insulin homeostasis. IDE expression and activity are
significantly decreased in AD brains compared to age-matched controls. Also, IDE is deposited with Af in senile
plaques and blood vessels, indicating a gross conformational change as a consequence of diverse post-transla-
tional mechanisms. These alterations in IDE distribution and activity may result in insufficient degradation of A
and insulin, promoting the formation of AP oligomers and hormone resistance. Both processes might play a fun-
damental part in neurodegeneration. The study of the clearance mechanisms of cerebral Ap will not only aid in
the understanding AD pathogenesis but will also allow a better interpretation of ongoing clinical trials and the
development of new therapeutic strategies.
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La Enfermedad de Alzheimer (EA) representa un pro-
blema creciente de salud publica mundial. Dado que su
principal factor de riesgo es la edad avanzada y la ex-
pectativa de vida es cada vez mayor, se estima que el
numero de individuos con EA se cuadruplicara para 2050°.
En Argentina, el 10% de la poblacién corresponde a ma-
yores de 65 afios, siendo el tercer pais mas envejecido
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de América Latina, y se estima que 1 de cada 10 indivi-
duos mayores de 65 afios padecen?®la enfermedad.

La expresion clinica de EA se caracteriza por un pe-
riodo inicial de deterioro cognitivo de 2-3 afios de dificil
diagnostico y una posterior declinacion grosera y progre-
siva de la memoria, y el desarrollo de afasia, apraxia y
agnosia que reflejan el dafo en el hipocampo y la
neocorteza asociativa. Los cerebros con EA muestran
atrofia generalizada y a nivel histolégico presentan pla-
cas seniles, ovillos neurofibrilares, neuritas distroficas,
pérdida de sinapsis, gliosis que predominan en las regio-
nes mencionadas y depdsitos vasculares de sustancia
amiloide en corteza y leptomeninges.
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Las placas seniles en el parénquima cerebral y los
depdsitos amiloides en vasos estan compuestos
mayoritariamente por el péptido amiloide 3 (AB). Aunque
la acumulacion de AB es comun en individuos no demen-
tes de edad avanzada, en EA esta acumulacién suele
ser mayor y/o mas rapida. En la actualidad, las eviden-
cias genéticas, experimentos in vitro y en modelos ani-
males sugieren que la acumulacion de AP cerebral en
forma de oligdbmeros podrian ser un factor importante en
el desarrollo del deterioro cognitivo*; de alli que la remo-
cién de AP del cerebro es una de las estrategias terapéu-
ticas para EA actualmente en fase de ensayo clinico. A
es uno de los productos normales de protedlisis interna
de una proteina de transmembrana conocida como APP
(de amyloid precursor protein). La acumulacion excesiva
de AB en EA podria explicarse por varios mecanismos,
algunos de ellos convergentes. Incluyen una produccion
aumentada de AP, una cinética de agregacion o auto-
ensamblado rapida y una eliminacion defectuosa del ce-
rebro como resultado de: 1. un transporte anormalmente
lento desde el liquido intersticial cerebral hacia el liquido
cefalorraquideo (drenaje perivascular) o el plasma (trans-
porte a través de capilares) y 2. una degradacion
proteolitica deficiente®. El exceso en su produccion o la
mayor tendencia de Ap a la oligomerizacion pueden ex-
plicar el deposito acelerado de AP en algunas formas raras
de EA hereditaria, causadas por mutaciones en APP o
en los genes de las llamadas presenilinas 1y 2, compo-
nentes del complejo y secretasa responsable de la gene-
racion de AB. En cambio, la eliminacion deficiente podria
ser relevante en el envejecimiento cerebral normal y po-
dria estar magnificada en las formas mas frecuentes de
EA denominadas esporadicas. Mas alla de un factor de
riesgo bien definido, como la herencia de uno o dos alelos
€4 de apolipoproteina E, la forma esporadica de EA tiene
probablemente multiples factores de riesgo que incluyen
traumatismos craneanos, episodios isquémicos, hiper-
tension arterial, resistencia a la insulina, entre otros, y
una patogenia compleja que esta aun lejos de ser com-
prendida. De alguna manera, los mecanismos patogé-
nicos, aunque diversos, convergen parcialmente hacia
la acumulacién de A cerebral®®.

En el cerebro, Ap se puede encontrar en forma de
mondmeros y oligdmeros “solubles” (que no precipitan
con la ultracentrifugacion y de forma esférica o anular) o
como depdsitos de fibras insolubles, claramente visibles
con el microscopio 6ptico, como constituyente mayorita-
rio de las placas seniles. La hipétesis dominante en la
actualidad propone que los oligémeros solubles de AR
son agentes que causan dafio neuronal y pérdida
sinaptica. El proceso de auto-ensamblado de Af que lle-
va a la formacion de oligémeros, al menos in vitro, sigue
una cinética de nucleacién. En este mecanismo, la
nucleacién es dependiente de la concentracion de AP y
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del tiempo de permanencia, y tiene lugar cuando se su-
pera la concentracion critica del péptido. Por lo tanto, los
niveles estacionarios y transitorios de A monomérico en
el cerebro y los mecanismos que los regulan adquieren
una gran importancia. La produccion de A monomérico
depende principalmente de la velocidad con la que se
libera a partir de APP por accién secuencial de las llama-
das By y secretasas, que respectivamente cortan el amino
y carboxilo terminales del péptido. En la eliminacién de Ap
tiene una participacion importante la degradacion in situ
por proteasas. Algunas de las proteasas de A3 con mayor
relevancia fisiolégica en el cerebro son la nepri-lisina (NEP),
enzima degradadora de insulina (IDE, de insulin-degrading
enzyme) y la enzima convertidora de endotelina (ECE),
como fue demostrado por sobreexpresion o delecién de
sus respectivos genes en modelos animales'®' (Tabla 1).
Revisaremos aqui brevemente la posible relevancia de IDE
en la patogenia de EA esporadica.

IDE es una zinc metaloendopeptidasa ubicua y muy
conservada que pertenece a la familia M16 definida por
una secuencia canonica “invertida” en el sitio activo (His-
X-X-Glu-His en lugar de His-Glu-X-X-His) comparada con
otros miembros del clan'. Esta codificada por un gen en
el cromosoma 10923-g25'® y presenta 2 codones alter-
nativos de iniciacion de la traduccion, Met1 y Met42, sien-
do este ultimo el sitio de iniciacion mas utilizado". Se
traduce como un polipéptido Unico de 115 kDa y ha sido
extensamente involucrada en la regulacion de la degra-
dacion de insulina, su sustrato con mayor afinidad.

A nivel genético existen estudios que vinculan un
mayor riesgo de EA esporadica de inicio tardio con un
locus en el cromosoma 10, en una region que incluye el
gen de IDE'™ ', Por otro lado, se ha sugerido la asocia-
cién genética entre IDE y diabetes mellitus tipo 2 (DM2)%
2 reforzando los datos epidemiolégicos que indican un
alto grado de co-morbilidad entre EA 'y DM2 o EA e
hiperinsulinemia. Aunque se ha comunicado que varia-
ciones genéticas en estrecha proximidad al gen de IDE
estan asociadas a la severidad clinica y patolégica de
EA? y a los niveles plasmaticos de AB422%, no se han
detectado mutaciones de IDE, y la asociacion entre
haplotipos y SNPs de IDE con EA es aln controvertida®
%, Definir el peso genético de IDE en la variante espora-
dica de EA requerira estudios con mayor poder estadisti-
co, en diferentes poblaciones y, posiblemente, estrati-
ficados por otros factores de riesgo, como el genotipo de
APOE, (apolipoproteina E).

Recientemente se ha sugerido a IDE como un gen
que podria influenciar la longevidad en humanos debido
a que modularia el metabolismo de insulina. Estos posi-
bles haplotipos “protectores” de IDE estarian sobre-re-
presentados en poblaciones longevas de sexo masculi-
no, confiriéndole una complejidad mayor a la interpreta-
cién del impacto biolégico de estos hallazgos?.
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TABLA |.— Peptidasas candidatas para degradar AP en el cerebro humano

Tipo Proteasa Localizacion Sobre- Ratones Cerebro humano con EA
subcelular expresion  K.O (Ap
MP VvV IC EC (Células) cerebral) Actividad Expresion de la proteina
N NEP + TAp T 1* T Neuronas; | Vasos; + Placas
(EC e IC) (neuritas distréficas)
N IDEe + o+ + +vV | Ap) T * ! Neuronas; T Vasos; + Placas
Zn?*- (EC e IC) (AP40)
Metalo
N ECE-1eb + J AB (EC) T ND | Hipocampo y corteza cerebral
ECE-1a,c,d +
A ECE-2 + | ECE-2 en neuronas
ACE e + + L AB(EC) Sin efecto | {
Serin- Plasmina + ND Sin efecto I | Hipocampo y corteza cerebral
proteasa
“Zn*/Ca?* N MMP-2 ND ND T T neuronas; + placas (neuritas
Metalo MMP-3 distréficas
MMP-9** + + T T Forma latente de MMP-9
(inactiva)

N, neutra; A, dcida; NEP, neprilisina; IDE, enzima degradadora de insulina;, ECE, enzima convertidora de endotelina, ACE, enzima convertidora
de angiotensina; MMP, metaloproteasas de matriz.; MP, membrana plasmatica; V, vesiculas; IC, intracelular, EC, extracelular; e, variantes
genéticas asociadas con EA; +, presencia; 0, no presenta dominios trans-membrana; V, no presenta péptido sefal; K.O, knock-out; ¢, asociada
al alelo e4 de APOE; **, capaz de degradar A fibrilar; ND, no determinado

Aunque se desconoce el papel fisioldgico preciso de IDE
(que muy probablemente sea multiple), la delecion de su
gen en ratones lleva a un fenotipo bioquimico que incluye
hiperinsulinemia, intolerancia a la glucosa, niveles eleva-
dos de A soluble en el cerebro y un aumento sustancial en
el fragmento (~50 residuos) intracelular de APP'"- 12, Estos
hallazgos, junto al trabajo previo realizado en cultivos ce-
lulares, apoyan la nocién que IDE participa en la degrada-
cién de estos péptidos in vivo, regulando sus niveles fisio-
l6gicos?” 28, También se ha demostrado que IDE degrada
un numero de péptidos de secuencias y funciones diver-
sas, que incluyen varios con potencial para formar amiloide
in vivo e in vitro como glucagon, péptido natriurético atrial,
amilina, calcitonina, etc.2%%2,

Fisiolégicamente, IDE es un dimero de ~250 kDa, su
pH 6ptimo es neutro, requiere un atomo de Zn?* por
monomero y presenta posibles sitios de regulacion
alostérica por ATP y acidos grasos de cadena larga3® 34,
La reciente resolucion cristalografica de una mutante in-
activa de IDE unida a la cadena p de insulina, glucagon,
amilina y AP reveld que el mecanismo de reconocimiento
de sustrato es basicamente conformacional, en el que
los péptidos monoméricos adoptan una forma extendida
sobre el sitio activo y dentro de una cavidad o camara
interna formada por los dominios amino y carboxilo ter-
minales de cada monémero de la enzima (Fig. 1). Este

estudio confirmd, ademas, que la triada His, -His, ,,-Glu,
coordina un atomo de Zn*"y la ubicacion de Glu,,, acti-
vando una molécula de H,O que realiza el ataque
nucleofilico sobre el sustrato. Una interesante posibili-
dad es que IDE exista en conformaciones “abiertas” y
“cerradas”, que regularian su actividad. Esta posibilidad
surge de la comparacion de los cristales entre IDE hu-
mana vy pitrilisina (Ptr) de E. coli, una proteasa que tam-
bién pertenece a la familia M16 y comparte con IDE un
25% de identidad. IDE y Ptr muestran una distribucion
espacial muy similar, aunque en IDE los dominios amino
y carboxilo terminales estan en contacto (forma “cerra-
da”) mientras que en Ptr estan rotados, alejados uno de
otro y dejando libre acceso a la cavidad de la enzima
(forma “abierta”) (Fig. 1). Funcionalmente, esta posible
forma de regulacion ha sido sostenida por experimentos
con mutantes de IDE en los que residuos importantes en
los contactos inter-dominio se sustituyeron por cisteinas
de manera de manipular las formas abiertas y cerradas
segun el estado de éxido-reduccion®.

La expresion de IDE en el cerebro es ubicua, tanto en
forma regional como celular. A nivel subcelular IDE es
predominantemente citosélica, préoxima al reticulo
endoplasmico rugoso®, aunque en menor cantidad ha
sido descripta en peroxisomas® y mitocondrias®. Sin
embargo, su localizacién en la membrana plasmatica®,
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His 11

Fig. 1.— Panel A, representacion del sitio activo de IDE hu-
mana, en la que se observan las dos o hélices que con-

tienen la triada His,,-His,,,-Glu,,, que coordina un atomo

de Zinc. La region extendida Glu,,-Gly,, de la cadena B
de insulina se muestra en color gris como sustrato unido
al sitio activo (Protein Data Bank-PDB, cédigo 2G54).
Panel B, comparacion estructural de IDE humana con
pitrilisina (Ptr) de Escherichia coli (PDB, codigo 1Q2L). A
la izquierda, la estructura de IDE donde se pueden obser-
var los extremos amino y carboxilo en contacto (“forma ce-
rrada”); a la derecha, Ptr con los extremos rotados hacia
fuera (“forma abierta”). Las figuras fueron realizadas a
partir de PDB 2G54 y 1Q2L usando el programa
DeepView/Swiss Pdb Viewer v.3.7.

endosomas*’, y medio extracelular?” serian mas relevan-
tes para la degradacion de A, un péptido tipico de las
vias secretoria y endocitica. Con excepcion de una sefial
(Ala-Lys-Leu) para localizacién peroxisomal en su extre-
mo C-terminal®” y una secuencia en el N-terminal de la
variante Met1-IDE que la translocaria a mitocondria®, IDE
no presenta otras secuencias o motivos clasicos para
determinar su localizacion subcelular. De alli que los
mecanismos y/o modificaciones postraduccionales que
intervienen en su unién a membranas y su secrecion aln
son desconocidos. Se ha descripto la co-existencia de
dos isoformas de IDE (15a y 15b), productos del splicing
alternativo del gen. Dichas isoformas muestran un pa-
trén de expresiéon similar, pudiendo formar homo o
heterodimeros cuya actividad catalitica es significativa-
mente distinta. Este hallazgo abre la posibilidad de una
forma de regulacién postraduccional sobre la actividad
de IDE que fisiolégicamente podria impactar en la elimi-
nacion deficiente de insulina y AB*'.

Numerosas evidencias acumuladas en los ultimos
afos sugieren que la actividad de las principales
proteasas que degradan A esta significativamente re-
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Fig. 2.— Expresion de IDE en corteza cerebral de sujetos con-
troles y con EA. Panel A, imagenes representativas de la
presencia de IDE en cuerpos neuronales (flecha) en un
corte de parénquima cerebral normal. Panel B, placas
seniles (flechas) detectadas con el anticuerpo monoclonal
anti-IDE (1C1) en corteza cerebral de EA. Panel C,
inmunorreactividad de IDE en placas seniles (flecha) de-
tectadas en cortes adyacentes (Panel D) con un anticuer-
po policlonal anti-Ap40. Panel E, inmunomarcacion de IDE
en vasos corticales de sujetos con EA (flecha) detectados
en cortes adyacentes (Panel F) con el anticuerpo anti-AB40
(flecha). Barra, 70 ym.

ducida en el cerebro de los individuos con EA esporadi-
ca*?. En el cerebro, IDE se expresa predominantemente
en neuronas*, astroglia y en microvasos (pericitos, célu-
las endoteliales y musculares lisas)*. Considerando que
la microvasculatura cerebral esta expuesta a altas con-
centraciones locales de AP debido a que su pasaje a tra-
vés de la barrera hematoencefalica constituye una de las
principales rutas de depuracion, esta distribucion zonal
de IDE refuerza su importancia en la regulacion del esta-
do estacionario de AP cerebral.

Mediante hibridizacion in situ se ha detectado una re-
duccion significativa del ARNm de IDE en las células
granulares del giro dentado e hipocampo en enfermos
con EA*. También se ha demostrado la disminucion en
los niveles de IDE y su actividad en muestras de cerebro
de EA al compararlas con individuos no dementes de la
misma edad*®#’. La reduccion de los transcriptos de IDE
y de los niveles de proteina en individuos con EA pare-
ciera estar influenciada por la portacién del alelo €4 de
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APOE?®*. Por otro lado, en microvasos aislados de corte-
za cerebral con depdsitos de AB de cerebros con EA, los
niveles de IDE estan ligeramente aumentados pero su
actividad fuertemente reducida, sugiriendo la inhibicion
o inactivacion de la proteasa por mecanismos aun no
establecidos*. Estos podrian incluir el dafio oxidativo, al
cual IDE es muy susceptible*® o, alternativamente, un
cambio conformacional grosero que lleva a la agrega-
cion de IDE. Los depdsitos detectables por inmunohis-
toquimica con diversos anticuerpos especificos para IDE
en las placas seniles y microvasos corticales en cere-
bros con EA* (Fig. 2) estan a favor de la ultima posibili-
dad, aunque los mecanismos que llevan a la agregacion
de IDE no estan aclarados. Una notable propiedad de
IDE que quizas esté relacionada con su agregacion ce-
rebral es la de formar complejos altamente estables con
AB, que resisten la desnaturalizacion con caotropicos,
detergentes y acidos. La estabilidad de estos complejos,
que pueden ser detectados en muy pequefas cantida-
des en el cerebro normal y en los depdsitos amiloides en
EA es reminiscente de la auto-asociacién de monémeros
de AP y podria reflejar una via no productiva de la
interaccion conformacional de IDE con sus sustratos arri-
ba mencionada. Los datos de competencia con pre-
incubacién con sustratos y la protedlisis limitada seguida
de andlisis por espectrometria de masa sugieren que
parte del dominio catalitico de IDE esta involucrado en la
formacion de complejos estables con la region central de
AB, que determina su tendencia a la formacion de
amiloide. De esta manera, los aductos IDE-AP no podrian
unir sustrato y podrian reflejar un cambio conformacional
irreversible®.

Ademas de las alteraciones que IDE podria sufrir en
EA que impactan en su capacidad de degradar AP cere-
bral, existen otros mecanismos relacionados con la de-
gradacion de insulina por los cuales IDE participaria en
el desarrollo de la enfermedad. El reconocimiento de la
asociacion entre DM2-resistencia a la insulina y el riesgo
de EA introduce una nueva posibilidad para la participa-
cién de IDE en particular (independiente de otras
proteasas de AP, como NEP o ECE), ya que es la princi-
pal proteasa que degrada insulina in vivo''. En su forma
mas sencilla, esta hipotesis sostiene que una menor ac-
tividad de IDE provocaria una disminucién en la remo-
cion de insulina, con el consiguiente desarrollo de resis-
tencia a la hormona en neuronas y células gliales en for-
ma similar a lo que ocurre en tejidos periféricos’. En el
SNC, la activacion de la via de insulina participa en un
balance esencial entre sefiales de supervivencia o muerte
celular, y la resistencia de esta via ha sido propuesta
como un mecanismo involucrado en la neurodege-
neracién en EA®. Mas aun, la expresion de IDE en
neuronas estaria promovida por la via de insulina-PI3K-
Akt®2 por lo que una menor respuesta a la hormona des-
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encadenaria un proceso vicioso que incluiria una menor
degradacion de AB.

En resumen, la acumulaciéon excesiva de Af y sus
oligdbmeros en el cerebro de los pacientes afectados con
EA esporadica es el resultado de multiples factores
genéticos y ambientales. El estudio profundo de la clau-
dicacion progresiva de los mecanismos normales de re-
mocién de AP cerebral, incluyendo su degradacion por
IDE y otras proteasas, es importante no sélo para com-
prender la compleja patogenia de EA sino para interpre-
tar el resultado de ensayos clinicos en desarrollo y el
disefio de nuevas estrategias de tratamiento.
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